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RESUMEN. El alcohol, debido a sus multiples usos, en particular como combustible renovable, ha devenido motivo de nu-
merosas investigaciones en los ultimos anos con el propésito de mejorar la eficiencia econémica de su produccién. Una de
las alternativas exploradas esta relacionada con la busqueda de levaduras termotolerantes y etanol-resistentes, capaces de
superar las limitaciones que se presentan con las cepas tradicionalmente usadas de la especie Saccharomyces cerevisiae. El
presente estudio se realizé con el objetivo de encontrar las condiciones 6ptimas de fermentacién para la obtencién de etanol
de melazas de cana con la levadura termotolerante y pectinolitica Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011, mediante el uso
de la Metodologia Superficie de Respuesta. Se utilizé un disenio compuesto central rotacional para la optimizacion de tres
parametros: concentraciéon de iones hidrégeno (pH), temperatura y concentracién de aztcares reductores totales. Los datos
experimentales se ajustaron a un polinomio de segundo orden con un coeficiente R? de 0,931. La temperatura y concentra-
cién de azucares reductores fueron las variables cuya influencia resulté estadisticamente significativa (p < 0,05) sobre la
producciéon de etanol. Las condiciones 6ptimas calculadas de la ecuacion de regresion fueron: pH 4,55, temperatura 35,2 °C
y concentracion de azucares reductores totales 105 g/L . Se obtuvieron valores experimentales promedio de productividad
volumétrica, concentracion de etanol y eficiencia de fermentaciéon de 0,8 g/Lh, 53,1 g/Ly 95,1 %, respectivamente, los cuales
resultan compatibles con las exigencias de la produccién industrial.

ABSTRACT. Ethyl alcohol, due to its diverse uses, mainly as alternative fuel, has aimed numerous researches in the last
years, with the purpose to improve the economic efficiency of its production. An alternative, which has been evaluated is
related with the search for thermotolerant and ethanol-resistant yeasts, with abilities to overcome the limitations observed
in traditionally used strains of Saccharomyces cerevisiae specie. The present study was undertaken to find the optimal
fermentation conditions for the ethanol production from sugarcane molasses with the thermotolerant and pectolytic
yeast Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011, by using the Response Surface Methodology. A Central Composite Rotable
Design was used for the optimization of three factors: hydrogen ion concentration (pH), temperature and total reducing
sugars concentration. The experimental data was fitted into a second order polynomial regression model with an R? of
0,931. Temperature and reducing sugar concentration were the statistically significant factors (p < 0,05) on the ethanol
production process. Estimated optimal conditions from regression equation were as follow: pH 4,55, temperature 35,2 °C
and total reducing sugar concentration 105 g/L . The average values experimentally obtained for volumetric productivity,
ethanol concentration and fermentation efficiency were 0,8 g/Lh, 53,1 g/Li y 95,1 %, respectively, which are in agreement
with industrial production exigencies.

INTRODUCCION

El etanol, portador energético renovable y menos
contaminante que los combustibles fésiles, ha cobrado
una relevancia significativa en la misma medida en
que el petréleo se encarece cada dia mas y se aproxima
su agotamiento definitivo.! Por ello, constituye un reto
inmediato incrementar sus niveles de produccién y re-
ducir los costos, a fin de satisfacer la demanda siempre
creciente de carburantes liquidos.

En consonancia con esto, las investigaciones han
estado dirigidas a mejorar la rentabilidad del proceso
productivo. El problema ha sido abordado desde los

mas diversos angulos, tales como la utilizacién de los
materiales lignoceluldsicos como sustratos para la
fermentacion,? el desarrollo de cepas maés eficientes?® y
la optimizacién de los parametros fisico quimicos del
proceso de fermentacion.*

La levadura mesofilica Saccharomyces cerevisiae es
el microorganismo mas ampliamente usado en la pro-
duccién de etanol, debido a su elevada productividad y
alta tolerancia a etanol. Sin embargo, en paises tropicales
sus indicadores de eficiencia productiva se ven sensi-
blemente afectados debido a las elevadas temperaturas
que se alcanzan en los medios de fermentacién a escala
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industrial. En tal sentido, la busqueda de cepas etanol-
resistentes y termotolerantes ha devenido en una activa
4rea de investigacién en los ultimos anos.’>” Entre otras
ventajas, la fermentacién alcohélica con organismos
termotolerantes posibilita obtener mayores productivi-
dades volumétricas, reduce los riesgos de contaminacién
y muerte celular, asi como el consumo energético en la
recuperacién del etanol.

Entre las levaduras termotolerantes, especial énfasis
ha sido puesto en aquellas pertenecientes a la especie
Kluyveromyces marxianus, organismo que ya cuenta
con el estatus GRAS (seguro para el hombre).? Existen
varios estudios que refieren la produccién eficiente de
etanol a temperaturas por encima de 40 °C por distintas
cepas de esta levadura,’?aunque en general la tolerancia
a etanol en esta especie es considerada baja. 3

Estudios previos realizados por el grupo de trabajo
de los autores con la levadura K. marxianus CCEBI 2011
senalan la posibilidad de su uso para la produccién de
alcohol a escala industrial, con el atractivo adicional de
que su empleo permitiria diversificar la industria alco-
holera, ya que esta cepa acumula de forma concomitante
con la produccién de etanol un producto de gran valor
agregado: la enzima pectinolitica endopoligalacturona-
sa."* Es por ello que se impone conocer cudles serian
las potencialidades reales de esta cepa bajo condiciones
o6ptimas de fermentacién, utilizando la melaza de cana
como sustrato, por ser esta la materia prima fundamental
en la industria alcoholera cubana.

La optimizaciéon de procesos fermentativos es un
problema complejo que ha sido ampliamente estudiado
en los ultimos anos, debido al impacto econémico de los
productos obtenidos por esta via.!® Con este propésito, el
uso de disenos estadisticos de experimentos, como los
agrupados bajo la denominacién de Metodologia de Su-
perficies de Respuesta (MSR), ha cobrado mucho auge.
Esta permite identificar el efecto simultaneo de varias
variables independientes sobre la respuesta estudiada.
La MSR ha sido muy utilizada para optimizar la fermen-
tacién alcohélica y otros medios de fermentacion.'617

Atendiendo a lo antes senalado, este trabajo tuvo
como objetivo evaluar las potencialidades de la cepa K.
marxianus 2011 para la produccién de alcohol a partir
de melaza de cana, mediante la determinacién de pH
6ptimo (como concentracién de iones hidrégeno [H*]),
temperatura y concentracién de azucares reductores
totales (ART) a través de un diseno compuesto central
rotacional (DCCR) correspondiente a la MSR.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo

Para el desarrollo de este trabajo, se utilizé la cepa
Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011, de la Coleccién
de Cultivos del Centro de Estudios de Biotecnologia
Industrial, Universidad de Oriente, Santiago de Cuba.

Melaza

Se empledé melaza de cana fresca, procedente del
Complejo Agroindustrial “Dos Rios”, Palma Soriano.
Se le realiz6 una clarificacién acida en caliente®® para la
remocién de lodos y material coloidal y finalmente, se
conservo en frascos plasticos de cierre herméticoa 8 °C.

Preparacion del inéculo

Un frasco cénico de 250 mL, con 50 mL de medio
YPD [extracto de levadura (1 %), peptona (2 %) y glucosa
(2 %)], se inoculé con una azada de un cultivo fresco de

lalevadura crecida en cunas de medio YPD sélido [agar
bacteriolégico (2 %)]. Se incubd con agitacién a 30 °Cy
200 r/min durante 24 h . Con este cultivo, se inoculd
[1 % (v/v)] un frasco cénico de 250 mL con 50 mL del
medio de propagacién, compuesto por melaza de cana
clarificada, dosificada para rendir un contenido de
ART de 20 g/L, suplementada con (NH,),SO, (2 g/L)
y (NH),HPO, (2 g/L) como fuentes de nitrégeno y
fésforo.” El cultivo se incubé bajo las mismas con-
diciones de temperatura y agitaciéon hasta fase expo-
nencial tardia. Entonces, se le midié la absorbancia
a 620 nm para conocer la concentraciéon celular y se
tomé un volumen tal que correspondiera a 250 mg
de biomasa (base seca), se centrifugé (6 000 r/min,
10 min) y la biomasa sedimentada se resuspendié en
25 mL de agua destilada estéril, para obtener una sus-
pensién celular con una concentracién de 10 mg/mL .

Fermentacion alcohélica

Las diferentes concentraciones de ART en los me-
dios de cultivo se obtuvieron mediante diluciones de
la melaza con agua destilada. En todos los casos, los
medios se suplementaron con fuentes minerales de N,
P, Ca y Mg, atendiendo a resultados previos obtenidos
en el laboratorio durante la fermentacion alcohélica del
jugo de cana con esta cepa de levadura.?’ Las sales mi-
nerales utilizadas y su concentracion final en los medios
fueron: (NH,),S0O, (2,48 g/L,), (NH,),HPO, (2,73 g/L), CaCl,
(0,33 g/L) y MgSO, - TH,0 (0,54 g/L). El pH se ajusto¢ al
valor deseado con disoluciones de H,SO, 1 mol/L.o KOH
1 mol/L, segln el caso. Los medios se esterilizaron a 110 °C
durante 15 min .

Los ensayos de fermentacion se realizaron en frascos
de cristal de color &mbar, provistos de tapas de rosca, con
una capacidad 30 mL . A estos, se les anadié 15 mL de
medio de cultivo, bajo las condiciones establecidas de
acuerdo con el diseno experimental planteado. Los cul-
tivos se inocularon [10 % (v/v)] con la suspensién recién
preparada de la levadura, para dar una concentraciéon
de biomasa inicial de 1 mg/mL y se incubaron en reposo
para posibilitar el desarrollo de condiciones de limitacion
de oxigeno, necesarias para la fermentacién alcohoélica.
El curso de la fermentacién se sigui6 gravimétricamente,
teniendo en cuenta que por cada gramo de glucosa con-
sumido se produce una pérdida de peso teérica de 0,48 g
correspondientes al CO, liberado. Para ello, los frascos
se pesaron (+ 5 mg) cada 6 h en balanza semianalitica
(Sartorius). La fermentaciéon se detuvo cuando no se
observé variacién del peso y se asumié como tiempo
de fermentacion la primera de las mediciones en las que
se observo constancia del peso.

Determinaciones analiticas

La concentracion de etanol se determiné por el método
de microdifusion y colorimetria de Conway?! y los ART
se cuantificaron por el método de Somogyi-Nelson.??* La
concentracién de biomasa se estimé a partir de medidas
de absorbancia a 620 nm, seglin la relacién cuantitativa
obtenida experimentalmente en este trabajo:

Ay, = 1,60 [concentracion celular, base seca (g/L)].

Intervalo util: 0,02-0,62 unidades de absorbancia.

Diseno experimental y técnica de optimizacion

Se utiliz6 la MSR, basada en un DCCR,* con el objeti-
vo de estudiar el efecto de tres variables independientes:
X, = concentracion de iones hidrégeno ((H*]) (umol/L),
X, = temperatura (°C) y X, = concentracion de ART (g/L),
sobre la produccién de etanol (variable dependiente, Y),
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expresada como concentracién en el medio (g/L) al fina-
lizar la fermentacion. La seleccién de las variables inde-
pendientes y sus respectivos rangos, se hizo sobre la base
de resultados previos obtenidos por los autores? (Tabla 1).

Para los célculos estadisticos las variables xi se codi-
ficaron como Xi de acuerdo con la ecuacion:

Xi = (xi—x1*%) [ Axi I=123,...,k 1)
donde:
Xi valor codificado (adimensional) de la variable inde-
pendiente.

xiy xi* valores de dicha variable expresados en unida-
des reales, para los diferentes niveles evaluados y en el
punto central (valor medio), respectivamente.

Axi tamano de paso (diferencia entre el nivel medio y
el inferior).

Tabla 1. Codificacién y niveles de las variables independientes
consideradas en el DCCR.

Niveles codificados

Variable 1682 -1 0 1 1,682
[H](umolL) X, 42 112 214 31640 385
T (°C) X, 24 28 34 125 44
ART (g/L) X, 58 75100 — 142

[H*] Concentracion de iones hidrogeno. T Temperatura.
ART Concentracion de azicares reductores totales.

Este disenno contempla 16 tratamientos (Tabla 2),
ejecutados en un solo bloque, de los cuales 8 (23) corres-
ponden a un arreglo factorial en dos niveles (-1,1), dos
a repeticiones del tratamiento central (nivel 0) y seis a
los tratamientos axiales (-a,a), donde o = 2™, siendo n
el numero de variables independientes. Todos los trata-
mientos se realizaron por duplicado y se tomo el valor
medio de la respuesta para el analisis estadistico.

Los datos obtenidos se ajustaron a un polinomio de
segundo orden del tipo:

Y=b,+bX +bX +bX, +b X?+b XX
+ 10, XX, + 10, X2 + b, X X, + b, X2 (2)
donde:
Y respuesta predicha.
b, constante, que representa el valor de la respuesta en
el punto central.
b, b,, b, efectos lineales.
b,,, by, b,, efectos cuadraticos.
b, b,;, ¥ b,, términos de interaccion entre los factores.

Analisis estadistico

Los datos experimentales del DCCR se sometieron a
un andlisis de varianza (ANOVA) para establecer la sig-
nificacién estadistica de los efectos independientes, asi
como a un analisis de regresién para ajustar los datos al
modelo propuesto. La prueba F se utilizé como criterio
para establecer la significacién estadistica de los efectos
estudiados, en tanto el coeficiente de determinacién (R?),
el estadistico de Durbin-Watson y el de autocorrelaciéon
residual, se utilizaron como criterios para verificar la
bondad del ajuste. El grafico de paridad (valores predichos

Tabla 2. Matriz de experimentos del DCCR. Valores experimentales y predichos de concen-

tracién de etanol.

Concentracion de etanol

(g/L)
Experimento X, X, X, Experimental! Predicho?
1 -1 1 1 42,7 444148
2 0 0 1,682 442 43,6 +4,8
3 -1 -1 -1 22,9 24,1+5,0
4 1 1 1 46,9 44,0+4,8
5 1 -1 1 33,0 35,3+5,0
6 0 1,682 0 27,0 31,3+4,5
7 -1,682 0 0 445 452 +4.38
8 1 -1 -1 36,9 33,4+5,0
9 1 1 -1 40,7 40,4 +4,8
10 0 0 0 52,5 52,6 +4,6
11 0 1,682 0 33,2 31,3+4,5
12 -1 1 -1 40,4 36,4+4,8
13 0 0 -1,682 32,2 35,3+4,8
14 1,682 0 0 50,9 52,7+4,8
15 -1 -1 1 31,8 30,4+5,0
16 0 0 0 53,1 52,6 +4,6

! El error relativo experimental promedio de las determinaciones fue inferior al 10 %.
* Valores predichos por el modelo + error estandar en la estimacion (p < 0,05).
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vs. observados) se ajusté mediante regresién lineal a una
recta con interseccién en el origen y se comprobdé la no
existencia de diferencias significativas de la pendiente
con respecto a la unidad. En todos los casos, se utilizé
un nivel de significaciéon del 5 %. Todos los andlisis y
graficos se realizaron con la ayuda del paquete de pro-
gramas Statgraphics Plus 3.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con los valores experimentales obtenidos al ejecutar
la matriz del DCCR para la optimizacién de la produccion
de etanol a partir de melaza, se realizé un analisis de
regresion y se obtuvo la ecuaciéon del modelo que mejor
se ajusta a estos resultados, la cual viene dada por:

Y = 52,587 + 2,231X, + 5,239X, + 2,466X, - 1,287X?
- 1,338X X, - 1,113X X, - 10,623X,? + 0,438%X,X,
~4,645X 2 ®)

Las concentraciones de etanol obtenidas experimen-
talmente y las predichos por la Ec. 3 para el conjunto de
experimentos realizados (Tabla 2 y Fig. 1) mostraron una
aceptable correspondencia entre ambos grupos de valo-
res. En el grafico de paridad se observo una distribucion
de los puntos en torno a la diagonal, con una pendiente
estimada de 0,997 + 0,015, la cual no difirié significati-
vamente de la unidad (p < 0,01), y una dispersién muy
pequena alrededor de la recta de regresién (R? = 0,997).
Debe senalarse que en esta validacién de la capacidad
predictiva del modelo no se incorporaron puntos adicio-
nales a los generados por el diseno, lo cual constituyd
una limitacién en el anélisis.

Labondad del ajuste se corroboré también mediante
el analisis de varianza (ANOVA) (Tabla 3), el cual reveld
que el 93,1 % (R?) de la variacion total observada era
explicada por el modelo. Otro criterio que confirmé la
validez de la Ec. 3 para la interpretacién de los resultados
experimentales lo ofrecié el error medio absoluto, cuyo
valor de 1,90 g/L estuvo en correspondencia con la baja
dispersion observada al graficar los valores predichos y
observados (Fig. 1). El estadistico de Durbin-Watson indicé
que no hubo autocorrelacion serial significativa (p > 0,05).

Se encontré que no existen interacciones significa-
tivas (p > 0,05) entre las variables independientes estu-
diadas (Tabla 3). El efecto cuadratico de la temperatura
(p < 0,05) fue el mas importante, el cual contribuyé con
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Fig. 1. Correlacion entre las concentraciones de etanol experi-
mentales y las predichas.

un 57,0 % de la variacion total explicada, seguido por el
efecto lineal de esta misma variable y el cuadratico de la
concentraciéon de ART, con contribuciones a la variacién
total explicada del 16,5 y el 12,9 %, respectivamente.
Ninguno de los restantes efectos influyé de forma es-
tadisticamente significativa en la respuesta estudiada.

Este comportamiento de la produccién de etanol con
respecto ala temperatura sugiere la existencia de un cier-
to valor 6ptimo de esta variable independiente, a partir
del cual, las concentraciones de etanol deben disminuir
progresivamente. Desde el punto de vista fisiol6gico, este
hecho estuvo relacionado con la disminucién de la tole-
rancia a etanol por parte de lalevadura, a medida que se
incrementaba la temperatura. Una temperatura elevada
puede ocasionar cambios en la actividad de transporte
o en los niveles de saturacién de compuestos solubles
dentro de las células, lo cual conduce a un incremento
en la concentracién de etanol intracelular y por ende,
de su toxicidad.?26

Con respecto ala concentracién de ART, se observéo un
efecto similar al de la temperatura, pero menos acentuado
y de mucha menor significacién estadistica. Un incremen-
to en la concentracién de azicares fermentables debe
conducir a un incremento en la concentracién de etanol,
siempre que la eficiencia de fermentacién permanezca
constante, lo cual no se corresponde con lo observado
experimentalmente. Esta aparente contradiccién puede

Tabla 3. Anélisis de varianza (ANOVA) para la concentracién de etanol.

Fuente Suma de cuadrados Gl  Cuadrado medio F P
X 67,952 1 67,952 4,81 0,071
X, 250,437 1 250,437 17,72 0,006
X, 83,072 1 83,072 5,88 0,052
X2 15,063 1 15,063 1,07 0,342
X2 863,309 1 863,309 61,08 0,000
X2 196,144 1 196,144 13,88 0,010
XX, 14,311 1 14,311 1,01 0,353
XX, 9,901 1 9,901 0,70 0,435
X, X, 1,531 1 1,531 0,11 0,753
Error total 84,805 6 14,134

Total (corr.) 1231,3 15

R?=0,932; R? (ajustada) = 0,828. Error estandar del estimado = 3,76 g/L . Error absoluto medio = 1,90 g/L .
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,021. Estadistico Durbin-Watson = 2,005 (P = 0,542).
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explicarse, principalmente, en virtud del efecto téxico
del etanol sobre la levadura. A partir de una cierta con-
centraciéon de ART, se alcanzaran concentraciones de
etanol que resultaran notablemente inhibidoras para el
crecimiento de la levadura y que incrementaran la tasa
de muerte celular. De este modo, el aprovechamiento de
los azucares residuales sera en extremo lento, e incluso
nulo. Serrat y col.,’* en un estudio de fermentacién alco-
hélica con esta cepa, usando melazas de remolacha como
sustrato, refieren que cuando la concentracién de etanol
en el medio alcanza los 25 g/L,, el crecimiento microbia-
no practicamente cesa, aunque la producciéon de etanol
continua, lo que se ajusta a los resultados aqui obtenidos.

Al graficar la superficie de respuesta y las curvas de
contorno para la produccién de etanol en funcién de la
temperatura y la concentracién de ART, a una concentra-
cién de iones hidrégeno constante a 21,4 umol/L se apre-
ci6 la existencia de un maximo global en las proximidades
del centro del area explorada, lo cual indicé lo acertado
de los intervalos seleccionados para cada una de las va-
riables independientes en estudio (Fig. 2). La resolucién
analitica de la ecuacion de regresion (Ec. 3) para encontrar
este maximo global, proporcioné los valores 6ptimos de
las tres variables independientes en su forma codificada,
los cuales fueron: X, = 0,674; X, = 0,208 y X, = 0,195.
Los valores descodificados de las variables estudiadas
para la respuesta optimizada fueron: [H*] = 28,3 umol/L
(pH = 4,55); temperatura = 35,2 °C y concentracién de
ART = 105 g/L.. Para estas condiciones el modelo estima
una concentracién de etanol de 54,1 g/L . Los resultados
experimentales mostraron un maximo de produccién de
etanol de 53,1 g/L,, alcanzado en el experimento 16, en
condiciones muy cercanas a las predichas por el modelo,
lo cual concordé con los resultados predichos.
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Fig. 2. Superficie de respuesta (A) y curvas de contorno (B) de
produccion de etanol vs. temperatura y concentracién de ART.

Esta produccién de etanol a partir de melaza de cana
en las condiciones 6ptimas determinadas en este trabajo
significan un incremento del 33 % (13,5 g/Li) con respecto
ala alcanzada en condiciones subdéptimas empleando K.
marxianus CCEBI 2011, lo cual resulta de gran valor
desde el punto de vista de la economia del bioproceso.
Estas concentraciones de alcohol son significativamente
superiores a las encontradas por Hack y Marchant!! que
obtienen una concentracién final de etanol de 44,3 g/L.
utilizando la cepa K. marxianus IMB3 en melazas. Con
esta misma cepa, en condiciones optimizadas, Gough
et al.l’ alcanzaron concentraciones 6ptimas de etanol
comparables a las obtenidas en este trabajo, aunque ope-
rando a una temperatura ligeramente superior (37 °C).
Los valores experimentales promedio de productividad
volumétrica y eficiencia de la fermentacién alcanzados
en esta experiencia, de 0,8 g/Lh y 95,1 %, respectivamen-
te, son compatibles con las exigencias de la produccién
industrial.*®

El hecho de que con la levadura K. marxianus CCECI
2011 se alcancen producciones éptimas de etanol de 54 g/L
a 35 °C y concentraciones superiores a 40 g/L[> 5 % (v/v)]
a 40 °C (Tabla 2), ofrece una interesante perspectiva para
la industria alcoholera cubana. Téngase en cuenta que las
cepasde S. cerevisiae tradicionalmente usadas, exigen con-
trolar la temperatura del proceso de 33 a 35 °C;'° por encima
de este limite los rendimientos disminuyen sensiblemente.
Por otro lado, al uso de esta cepa se adicionan otras ven-
tajas, tales como su estatus GRAS, su elevada velocidad
de crecimiento, su capacidad para utilizar y fermentar un
amplia variedad de sustratos® y la posibilidad que brinda
de diversificar y valorar la produccion de alcohol debido
a su cualidad de producir de forma simultanea la enzima
endopoligalacturonasa, de multiples aplicaciones en la
industria alimenticia y la agricultura.

CONCLUSIONES

La aplicacion de la MSR en el presente estudio per-
mitié determinar la influencia del pH (expresado como
concentracién de iones hidrégeno), la temperatura y la
concentracién de ART sobre la produccién de etanol
por Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011, cuando se
emplea melaza de cana como sustrato. Al mismo tiempo,
posibilité establecer la combinacién 6ptima a utilizar de
estas variables para maximizar la produccién de alcohol.
Los resultados avalan las potencialidades de esta leva-
dura para ser utilizada en la industria alcoholera, como
una atractiva alternativa a la convencional S. cerevisiae,
debido a su elevada produccion de alcohol a temperatu-
ras de 35 a 40 °C y a sus posibilidades de integrarse en
una industria alcoholera diversificada.
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